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0 USO DE CELULAS ESTAMINAIS DA POLPA DENTARIA

DECIDUA - UMA REVISAO DA LITERATURA

Introducao

Células estaminais (CsE) sao células indiferenciadas, pluri-
potenciais, que podem dividir-se e multiplicar-se por um
longo periodo de tempo, diferenciando-se numa série diver-
sificada de tipos e tecidos especializados de células'2.

Em relacdo a origem, as CsE podem ser classificadas em
células estaminais embriondrias (CSEE) e células estaminais
adultas (CsEA)2. As CsSEE sdo derivadas da massa celular
interna do blastocisto e formam todos os tipos de células,
sendo, portanto, pluripotentes?.

Por outro lado, as CSEA estdo presentes em vdrios teci-
dos pds-natais e sdao responsdveis pela renovacao normal
do tecido, bem como pela regeneracao e cicatrizacdo apos
lesdes?. As células estaminais mesenquimais (CSEM) cons-
tituem um tipo de CSEA% Desde que foram descritas pela
primeira vez em 1966, o interesse clinico e biolégico nas
CsEM aumentou e foram propostos critérios minimos para a
identificacao das mesmas: aderéncia a superficies de cultura
plastica, potencial de diferenciacdo osteogénica, adipogéni-
ca e condrogénica in vitro, bem como expressao de determi-
nados antigénios de superficie e auséncia de expresséo de
certos marcadores hematopoiéticos e endoteliais e do anti-
génio leucocitdrio humano-DR2.

As CSEM podem ser isoladas de diferentes locais, como a
partir da medula dssea, do corddo umbilical, da placenta e
dos tecidos adiposo e dentario?.

As células estaminais dentdrias (CSED) tém ganho desta-
que nos Ultimos anos devido a sua acessibilidade, plastici-
dade e potencial de diferenciacdo®. Tem havido, portanto,
um interesse crescente no seu uso na medicina regenera-
tiva para o tratamento de vdrias doencas humanas?. Vérios
tipos de CsED humanas foram identificados, incluindo as do
ligamento periodontal, dos foliculos dentdrios de terceiros
molares, da polpa dentdria de dentes permanentes e da pol-
pa dentéria de dentes deciduos esfoliados® (Figura 1).

Objectivos

Realizar uma revisao da literatura cientifica atual sobre a
utilizacdo de células estaminais da polpa dentéria decidua,
as suas técnicas de recolha, isolamento e armazenamento,
as suas aplicacdes e limitacdes, bem como as perspectivas
existentes de desenvolvimento e investigacdo nesta drea.

Metodologia de pesquisa

Para a elaboracao da presente revisdo, realizou-se uma
pesquisa de artigos cientificos recorrendo ao motor de busca
Google Academics e as bases de dados eletrénicas B-on e
MEDLINE/PubMed. Foram utilizadas as palavras-chave “stem
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Fig. 1. Desenho esquematico que ilustra fontes de CsSEM derivadas de tecido dentdrio humano. Abreviaturas: ABMSCs (células-estaminais mesenquimais
derivadas de ossos alveolares); DFPCs (células progenitoras do foliculo dentério); DPSCs (células-estaminais da polpa dentdria); GMSCs (células-estaminais
mesenquimais derivadas de gengiva); PDLSCs (células-estaminais do ligamento periodontal); SCAP (células-estaminais da papila apical); SHED (células-es-
taminais de dentes deciduos esfoliados); TGPCs (células progenitoras do gérmen dentdrio). (Fonte: Liu J, et al. Concise Reviews: Characteristics and Potential
Applications of Human Dental Tissue-Derived Mesenchymal Stem Cells. AlphaMed Press. 2014. 627-638.)

cells”, “dental pulp” e “deciduous teeth”. A pesquisa foi limi-
tada a artigos publicados em lingua inglesa, espanhola e
portuguesa até marco de 2021. Foi ainda feita uma pesquisa
no site da American Academy of Pediatric Dentistry (AAPD).

Resultados

1. Células Estaminais de Dentes Deciduos Humanos Esfo-
liados (SHED - Stem Cells from Human Exfoliated Deci-
duous Teeth)

As SHED foram obtidas pela primeira vez por Miura e cola-
boradores, em 2003, e sao encontradas na polpa dentaria de
dentes deciduos, apresentando-se como células dentarias
imaturas, nao especializadas e capazes de se transformar
em tipos de células especializadas por um processo conheci-
do como diferenciacao?**. Estas células surgem na 62 sema-
na de desenvolvimento humano embriondrio, a partir de
células da crista neural, e a comunidade cientifica acredita
que o seu comportamento difere do das células estaminais
p6s-natais*s.

Semelhantes as CSEM, as SHED exibem morfologia seme-
Ihante a fibroblastos, aderem a superficie de cultura de teci-
dos plasticos, expressam marcadores de superficie de CSEM
e tém capacidade de diferenciacdo multipotencial’.

Em comparacdo as células estaminais da polpa dentaria

de dentes permanentes, as SHED apresentam maior taxa de
proliferacao celular, menor tempo de duplicacao da popula-
¢do e maior potencial clonogénico, sugerindo serem menos
maduras e, portanto, possuirem o potencial de se desenvol-
verem numa variedade mais ampla de tipos de tecido**. A
maior taxa de proliferacao verificada nas SHED pode dever-
-se 3 alta expressao de genes relacionados com a prolifera-
cdo celular e matriz extracelular nestas células em compa-
racao com células estaminais da polpa dentdria de dentes
permanentes’.

As SHED sao capazes de se diferenciar em adipacitos, con-
droblastos, osteoblastos, odontoblastos, células musculares
e linhas celulares neurais, in vitro. In vivo, nao se diferen-
ciam diretamente em células osteogénicas, mas induzem a
formacao dssea, além de formarem neurdnios, adipdcitos,
odontoblastos, de auxiliarem no processo de angiogénese e
de orientarem a erupcao dos dentes permanentes?.

2. Recolha e Isolamento de SHED

A técnica de recolha e isolamento de SHED é simples e
nao invasiva, sendo indolor para o paciente pedidtrico*®. As
criancas perdem os dentes deciduos, o que cria a oportuni-
dade para recuperar e armazenar esta fonte de células esta-
minaisé. Contudo, nem todos os dentes tém o mesmo poten-
cial para recolha de SHED*.
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2.1. Critérios para a eleicdo de dentes candidatos a

recolha de SHED

0s dentes, principalmente incisivos e caninos deciduos
sem patologia e pelo menos com um terco da raiz restante,
contém este tipo Unico de células em nimero suficiente®.
Dentes deciduos para distal do canino ndo sao, geralmente,
recomendados para o efeito®.

0s molares deciduos tém uma base radicular mais ampla
e, portanto, sdo retidos na cavidade oral por um periodo
maior em comparacao aos dentes anteriores®. A erupcao dos
dentes permanentes posteriores geralmente leva mais tem-
po para reabsorver as raizes molares primdrias, o que pode
resultar numa camara pulpar obliterada que nao contém
polpa e, portanto, sem células estaminais*. Em alguns casos,
a remocao precoce de molares deciduos por consideracoes
ortodonticas (por exemplo, intervencdo precoce para manu-
tencao do espaco) apresentard uma oportunidade para reco-
Iher estes dentes para o banco de células estaminais’.

Uma proporcao dos dentes deciduos extraidos apresenta
lesoes de carie e, portanto, sdo dentes infectados por bac-
térias. 0s bancos de dentes estdo divididos quanto a acei-
tacao de dentes cariado e a literatura cientifica esta divi-
dida de forma semelhante. Werle et al. demonstraram que
as CsE extraidas de dentes deciduos cariados e saudaveis
demonstraram capacidade equivalente para diferenciacao
de tecidos. De maneira semelhante, Tsai et al. compararam
a eficiéncia da recuperacdo de SHEDs na auséncia ou pre-
senca de carie, concluindo que as CsE podem ser isoladas de
dentes cariados, mas numa quantidade inversa a gravidade
clinica da carie. Foi demonstrada uma diferenca superior a
quatro vezes no isolamento bem-sucedido de CsE de den-
tes saudaveis e dentes cariados. Em contraste, Werle et al.
observaram apenas uma diferenca de 10% no isolamento
bem-sucedido de CsE de dentes cariados versus dentes sau-
ddveis. Relativamente a CsE recolhidas de dentes cariados é
razoavel ser-se cauteloso no minimo, havendo escassez de
informacoes sobre estes dentes como fonte de CsE arma-
zenadas’.

2.2. Recolha de Dentes*

Apo6s decisdo dos pais do paciente, os dentes, que preen-
cham os critérios de elegibilidade acima descritos, sao colo-
cados numa solucao salina estéril e o banco de armazena-
mento de dentes é contactado.

0 dente esfoliado deve apresentar uma polpa verme-
Iha, indicando que a polpa recebeu fluxo sanguineo até ao
momento da remocdo, o que ¢ indicativo de viabilidade
celular. Se a polpa ¢ de cor cinza, é provavel que o fluxo san-
guineo para a polpa tenha sido comprometido e, portanto,
as células estaminais estao provavelmente necréticas e nao
$30 vidveis para recuperacdo. £ por isso que a recuperacao
de células estaminais de dentes deciduos é preferida apds
uma exodontia do que apds a esfoliacao natural’.
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Fig. 2. Representacdo esquemética do processo de armazenamento de CsED. Dentes perdidos por esfoliaco, avulsao ou extracdo sdo preservados num
meio de transporte. A polpa dentdria é removida e as CsE sdo isoladas, testadas para vérios pardmetros, incluindo viabilidade, e depois congeladas. As CsE
congeladas sao finalmente armazenadas em nitrogénio liquido até que sejam solicitadas pelo doador. Nesse momento, eles podem ser descongelados e
cultivadas num ntimero de células terapeuticamente apropriado antes de retornar ao doador (Fonte: Zeitlin B. Banking on teeth - Stem cells and the dental

office. Biomedical Journal. 2020. 43: 124-133.).

No caso de um procedimento agendado, o médico den-
tista avalia visualmente o dente recém-extraido para con-
firmar a presenca de tecido pulpar saudavel e o dente ou
os dentes sao transferidos para um frasco que contém uma
solucao salina tamponada com fosfato hipoténico, que for-
nece nutrientes e previne que o tecido seque durante o
transporte’ (Figura 2). Vdrias outras solucdes, como leite de
vaca, tém sido estudadas para o transporte deste tipo de
amostra, no entanto, a maioria dos bancos requer os seus
proprios kits de transporte de modo a manter a consisténcia
na preservacao do dente’.

A viabilidade das células estaminais é sensivel ao tempo
e 3 temperatura e é necessaria uma atencdo cuidadosa para
garantir que a amostra permanece vidvel. O tempo desde
a colheita até a chegada as instalacdes de armazenamento
nao deve exceder as 40 horas*. Contudo, Perry et al. estuda-
ram o impacto do tempo entre a recolha e o processamento
da amostra e foram capazes de obter células para cultivo até
120 horas apds a extracao. Tal sugere que o processamen-

to imediato pds-extracdo nao é um fator crucial necessério
para armazenar CsE com eficacia™.

2.3. Isolamento de SHED4

Quando o banco de dentes recebe o frasco, é sequido o
sequinte protocolo:

- A superficie do dente é limpa por trés vezes com solucao
salina fosfatada tamponada de Dulbecco sem Ca2+ e Mg2+
(PBSA) e a desinfeccao é feita com um reagente de desinfec-
¢ao, como iodopovidona, sendo o dente novamente lavado
com PBSA.

- 0 tecido pulpar é isolado da camara pulpar com uma
pinca estéril ou um escavador de dentina e é colocado numa
placa de Petri estéril, lavada por trés vezes com PBSA.

- 0 tecido é entao digerido com colagenase tipo | e dispa-
se, por 1 hora a 37°C e as células isoladas sao passadas atra-
vés de um filtro de 70 pm para obter suspensdes de células
Unicas.



- Em sequida, as células sao cultivadas num meio de CSEM,
que consiste num meio essencial minimo alfa modificado
com glutamina 2mM e suplementado com soro bovino fetal
(FBS) a 15%, fosfato de 4cido ascorbico 0,1Mm L-, 100U/ml
de penicilina e 100pg/ml de estreptomicina a 37°C e 5% de
C02 no ar.

- Coldnias isoladas sao visiveis ap6s 24 horas4.

Sabe-se que, em comparacdo aos bancos de armazena-
mento de sangue do corddo umbilical, os bancos de arma-
zenamento de SHED representam uma alternativa economi-
camente mais acessivel, com menos de um terco do custo*®.

0s modos mais utlizados na preservacdo e armazenamen-
to destas células sao a criopreservacao e o congelamento
magnético.

3.1. Criopreservacao’

E o processo de preservacao de células ou tecidos inteiros,
resfriando-os a temperaturas abaixo de zero. As células sdo
preservadas em vapor de nitrogénio liquido a uma tempe-
ratura inferior a -150° C. A essas temperaturas de conge-
lamento, a atividade bioldgica é interrompida, assim como
qualquer processo celular que leve a morte celular. As SHED
podem ser armazenadas com sucesso a longo prazo por crio-
preservacao, permanecendo vidveis para uso*.

3.2. Congelamento Magnético

Esta tecnologia é chamada Cells Alive System (CAS) e
explora os fendmenos pouco conhecidos de que a aplicacao
de um campo magnético fraco a dgua ou ao tecido celular
reduzird o ponto de congelamento desse corpo até 6 a 7°Cé.
0 objetivo é resfriar completamente o tecido sem que ocorra
o congelamento, garantindo, assim, a distribuicdo da baixa
temperatura sem os danos na parede celular causados pela
expansao do gelo e pela drenagem de nutrientes devido a
acao capilar, normalmente causada pelos métodos conven-
cionais de congelamento®. Usando a tecnologia CAS, a Uni-
versidade de Hiroshima afirma que pode aumentar a taxa
de sobrevivéncia de células nos dentes para 83%, quando
comparada a 63% para o nitrogénio liquido*.

Embora atualmente n3o haja tratamentos disponiveis e
bem estudados que usem CsED colhidas em humanos, a Aca-
demia Americana de Odontopediatria (AAPD) reconhece que
esta é uma ciéncia emergente que pode ter aplicacdo para
cuidados de saude oral'.

Investigadores sugeriram, que a polpa dos dentes deci-
duos esfoliados contém condrdcitos, osteoblastos, adipécitos
e CSEM4. Todos estes tipos de células possuem um enorme
potencial para o tratamento terapéutico das seguintes con-
dicoes: disttrbios degenerativos neuronais como Alzheimer,
Parkinson e ALS (Esclerose Lateral Amiotréfica ou doenca de
Lou Gehrig); condicdes cardiacas cronicas, como insuficién-
cia cardiaca congestiva e doenca cardiaca isquémica crénica;
doenca periodontal e desenvolver dentes e ossos de substi-
tuicao®. Uma das potenciais aplicacdes mais relevantes usan-

do estas células é o tratamento de paralisia devido a lesao
medular, que ja foi realizada com CsEM de outras fontes®.

4.1. Aplicabilidade a Medicina Dentaria

Particularizando esta tematica para as aplicacdes na area
da Medicina Dentaria, o desenvolvimento de um dente é
determinado por varios fatores de crescimento e interacdes
complexas que resultam em alteracdes nas células germina-
tivas dos dentes, levando a diferenciacdo celular®. Esforcos
tém sido feitos para desenvolver novos dentes a partir de
(sED2. Apos o transplante subcutaneo de células estaminais
da polpa dentaria permanente e de SHED para a superficie
dorsal de ratos e coelhos imunocomprometidos, foi produzi-
da dentina especializada e composta por células semelhan-
tes a odontoblastos circundando um tecido intersticial seme-
Ihante a polpa dentdria2.

Num ensaio clinico controlado e aleatorizado levado a
cabo por Xuan e colaboradores", no qual foram incluidos 40
pacientes com necrose pulpar apds lesdes dentarias trauma-
ticas, alocaram-se aleatoriamente 30 pacientes para o grupo
de implantacao de SHED, referidas no trabalho como hDPSC
(human deciduous pulp stem cell), e 10 pacientes para o
grupo que recebeu tratamento tradicional de apexificacdo.
Quatro pacientes foram excluidos do grupo hDPSC devido a
perda no seguimento (trés pacientes) e retrauma do den-
te tratado (um paciente). Foram examinados 26 pacientes
(26 dentes) apds o implante de hDPSC e 10 pacientes (10
dentes) ap6s a apexificacdo. O implante de hDPSC, ao con-
trario da apexificacao, levou a regeneracao do tecido pulpar
tridimensionalmente, com vasos sanguineos e nervos sen-
soriais 12 meses apos o tratamento. 0 implante de hDPSC
aumentou o comprimento da raiz (p<0,001) e reduziu a lar-
gura do forame apical (p<0,001) em comparacao com gru-
po de apexificacao. Para avaliar a sequranca do implante
de hDPSC, foram acompanhados 20 pacientes implantados
do grupo hDPSCs por 24 meses e nao se observaram even-
tos adversos. Este trabalho sugeriu que as hDPSCs (as SHED)
sdo capazes de regenerar na totalidade a polpa dentaria e
podem ser Uteis no tratamento de lesdes dentdrias devido
a trauma™.

A aplicacdo da terapia com SHED para tratar todas as pato-
logias referidas nesta seccdo estd atualmente a ser realizada
por muitos investigadores de instituicdes em todo o mun-
do4. Ainda hd muito caminho a ser percorrido, mas a pes-
quisa existente mostrou claramente que os dentes deciduos
sao uma fonte melhor de células estaminais terapéuticas do
que os dentes do siso e os dentes extraidos por razdes orto-
donticas®.
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As células estaminais de origem dentdria tém multiplas
aplicacdes, ainda em estudo, e a maioria apenas compro-
vada em animais. Contudo, também existem certas limita-
coes. 0 potencial oncogénico destas células deve ser ainda
determinado em estudos clinicos a longo prazo*. Além disso,
e como ja referido, a pesquisa existente é maioritariamente
em modelos animais e ainda sdo necessarios ensaios em
humanos para poder generalizar conclusdes®.

Outra questao principal a considerar é a dificuldade de
identificar, isolar, purificar e cultivar estas células em labo-
ratério, pois sdo necessarias em grande nimero para serem
usadas terapeuticamente®. Por fim, sdo comparativamente
menos potentes que as CSEE*.

A AAPD reconhece o campo emergente da medicina rege-
nerativa e incentiva os médicos dentistas a sequir a literatu-
ra cientifica baseada em evidéncias, a fim de educar os pais
sobre a recolha, armazenamento, viabilidade e uso de CSED
em relacdo as terapias regenerativas autélogas. A AAPD
também reconhece que as CsED colhidas sdo uma ciéncia
em crescimento que pode ter aplicacdo para cuidados de
satde oral, mas atualmente ndo existem tratamentos dis-
poniveis com um nivel de evidéncia superior usando CSED
colhidas em humanos.

0 publico estd cada vez mais consciente desta ciéncia e
cada vez mais pais manifestam interesse em colher e arma-
zenar CSED. Embora as fontes de CSED sejam facilmente
acessiveis, estas células devem ser protegidas e armaze-
nadas adequadamente para manterem o potencial de pro-
liferacao e diferenciacdo. Além disso, e como ja referido,
as CsED colhidas atualmente ndo sdo muito estdveis e sdo
conhecidas por formarem tumores in vivo. Recomendam-se
mais estudos para avaliar a sequranca e a eficacia das CsED
colhidas antes de iniciar os ensaios clinicos em humanos’.
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